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Resumen 
En los jarales resultantes de la reiteración de incendios forestales en el oeste de Castilla y 
León (León, Salamanca y Zamora) es habitual la presencia de fructificaciones de Boletus 
edulis Bull. La recolección de estos hongos micorrícicos comestibles en los jarales dominados 
exclusivamente por Cistus ladanifer, supone una oportunidad económica alternativa a los 
usos tradicionales para zonas con bajos ingresos procedentes del monte. 
El objetivo de éste trabajo es la obtención de ectomicorrizas de las especies del complejo B. 
edulis con Cistus sp. bajo condiciones controladas, y las descripciones anatómicas detalladas 
de las mismas. La identificación de los aislados fúngicos de Boletus aereus Bull., B. edulis, B. 
reticulatus Schaeff. y B. pinophilus Pilát & Dermek fue confirmada por métodos moleculares. 
Se han obtenido ectomicorrizas de Boletus aereus, B. edulis y B. reticulatus con Cistus 
albidus L. y C. ladanifer en condiciones de síntesis en cultivo puro, en un substrato de turba-
vermiculita estéril y solución nutritiva. Las ectomicorrizas formadas se describieron siguiendo 
los caracteres anatómicos y morfológicos habituales. Las tres ectomicorrizas son muy 
similares, de color blanco, con ramificación monopodial-pinnada, manto formado por tres 
capas plectenquimatosas y con rizomorfos de tipo boletoide. 
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1. Introducción 
Boletus Fr. es un género de hongos ectomicorrícicos ampliamente representado en las 
zonas templadas de todo el planeta, formado por más de 1.000 especies de fructificación 
epigea que viven en bosques tropicales y de latitudes medias. Boletus forma ectomicorrizas 
con un gran número de hospedantes de los siguientes órdenes y familias: Fagales – Fagaceae 
(Castanea, Castanopsis, Fagus, Lithocarpus, Quercus) y Betulaceae (Carpinus, Corylus, 
Betula, Ostrya, Populus); Malvales – Malvaceae (Tilia) y Cistaceae (Cistus); Malpighiales – 
Salicaceae (Salix); Ericales – Ericaceae (Arctostaphylos); y Pinales – Pinaceae (Abies, 
Keteleeria, Picea, Pinus, Tsuga) (OLIVIER et al 1997, ÁGUEDA et al 2006, MELLO et al 
2006). 
 
Las especies comestibles del complejo B. edulis (B. edulis Bull. sensu stricto, B. aereus 
Bull., B. pinophilus Pilát & Dermek y B. reticulatus Schaeff.) tienen una gran importancia 
económica (SINGER 1986, HALL et al 1998) siendo B. edulis uno de los hongos más 
comercializados en todo el mundo. Las setas que se comercializan de éstas cuatro especies 
provienen exclusivamente de la recolección en bosques (CANNON & KIRK 2007), no siendo 
posible, hasta la fecha, su cultivo en condiciones controladas. 
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Los hongos micorrícicos comestibles no son solamente uno de los productos 
gastronómicos más apreciados en la actualidad, sino que suponen una importante fuente de 
ingresos para sus recolectores (WANG & HALL 2004). El consumo anual del complejo B. 
edulis en todo el mundo se sitúa entre 20.000 y 100.000 toneladas (HALL et al 1998). En 
Castilla y León, la producción anual estimada de carpóforos del complejo B. edulis es de 
8.500 toneladas, lo que supone un valor económico anual de unos 38 millones de euros 
(MARTÍNEZ-PEÑA et al 2006-2008). 
 
En algunas zonas de las provincias de Zamora, León y Salamanca en las que se 
producen abundantes incendios forestales y que están dominadas exclusivamente por C. 
ladanifer, B. edulis forma carpóforos habitualmente. Las ectomicorrizas formadas en campo 
por ambos organismos han sido descritas y la región ITS del rDNA fúngico secuenciada para 
su verificación taxonómica (ÁGUEDA et al 2006). Ésta asociación es importante por el mero 
hecho de que las especies del género Cistus aparecen en lugares degradados dónde los 
recursos económicos para mantener a la población rural son escasos. El género Cistus está 
representado en la Península Ibérica por 12 especies de arbustos (MUÑOZ y NAVARRO 
1993), que aparecen todas durante las etapas primarias de sucesión de los bosques. Las 
especies de Cistaceae son en general pirofíticas, y su germinación está asociada a las altas 
temperaturas que conllevan los abundantes incendios forestales de las áreas mediterráneas 
(ALONSO et al 1992). Las especies de Cistus forman a menudo masas puras en áreas sujetas 
a numerosos incendios y/o al abusivo pastoreo dada su capacidad de ser los primeros 
colonizadores después de una alteración. 
 
 Las especies del género Cistus pueden formar ectomicorrizas y micorrizas 
arbusculares (SMITH & READ 1997). Se han citado más de 200 especies de hongos 
ectomicorrícicos pertenecientes a 40 géneros asociados con Cistus (PUPPI & TARTAGLINI 
1991, COMANDINI et al 2006). Las jaras (Cistus y Helianthemum sp.) son consideradas 
especies muy importantes ecológicamente debido a su capacidad para actuar como 
hospedantes refugio para las especies de hongos ectomicorrícicos después de cualquier 
alteración en las masas boscosas (TORRES et al 1995, DÍEZ 1998). 
 
 Entre los hongos micorrícicos comestibles, solamente se cultivan comercialmente 
Tuber melanosporum Vittad. y T. uncinatum Chatin, y se han iniciado estudios  para llegar a 
resultados similares con: Lactarius deliciosus (L.) Gray, Lyophyllum shimeji (Kawam.) 
Hongo, T. borchii Vittad. y Rhizopogon roseolus (Corda) Th. Fr. (WANG & HALL 2004). La 
producción de hongos comestibles asociados a huéspedes del grupo de las Cistáceas se ha 
intentado para T. melanosporum y Cistus sp. (CHEVALIER et al 1975, DÍEZ et al 1994, 
FONTANA & GIOVANETTI 1978, GIOVANETI & FONTANA 1982, ROTH-BEJERANO 
et al 2003, WENKART et al 2001), y Terfezia claveryi Chatin y Helianthemum sp (MORTE 
et al 2004). 
 
 
2. Objetivos 
Los experimentos de síntesis de ectomicorrizas son útiles para determinar la 
compatibilidad entre hongo y hospedante (GIOMARO et al 2005). En éste trabajo, se ha 
utilizado ésta técnica para comprobar la capacidad de las especies del complejo B. edulis para 
formar ectomicorrizas con Cistus sp. en condiciones controladas, así como realizar la 
descripción detallada de las estructuras formadas. 
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3. Metodología 
Aislamientos fúngicos 
Los aislamientos fúngicos de Boletus aereus, B. edulis y B. reticulatus se obtuvieron 
de carpóforos recolectados en Castilla y León y Cataluña (Tabla 1). Los aislamientos se 
hicieron cultivando tejido de los carpóforos en medio MMN (MARX 1969) o BAF (OORT 
1981) y manteniendolos mediante resiembra en medio fesco cada tres meses. 
 La identificación de las especies fúngicas se confirmó mediante análisis moleculares 
de la región ITS del rDNA (LEONARDI et al 2005). 
 Los amplicones de cada aislado fúngico, obtenidos con los cebadores ITS1/ITS4B 
(GARDES & BRUNS 1993), fueron purificados y secuenciados en ambas direcciones. Las 
secuencias ITS obtenidas fueron comparadas con otras secuencias depositadas en el GenBank 
para confirmar la identificación taxonómica y registradas en dicha base de datos con los 
números de acceso recogidos en la Tabla 1. 
Tabla 1. Aislamientos fúngicos usados en la síntesis de ectomicorrizas. 
Especie Lugar de recolección Hospedante Nº de cepa Nº registro en GenBank 
Boletus aereus Osor (Cat) Castanea sativa 393 IRTA EU554663 
Boletus edulis Arànser (Cat) Pinus uncinata 375 IRTA EU554664 
Boletus reticulatus Ocenilla (CyL) Quercus pyrenaica 1054 DIEFV EU554661 
 
Procedimiento de síntesis en cultivo puro 
Las semillas de Cistus albidus L. y C. ladanifer L. se sumergieron en agua a 90ºC 
durante 30 min, se desinfectaron por inmersión en hipoclorito de sodio al 30% durante 10 
min, y se lavaron en agua estéril. Las semillas desinfectadas se estratificaron durante 2-3 
semanas a 4 ºC en placas de Petri con medio BAF . Después de dos semanas de incubación a 
20-23 ºC, las semillas contaminadas se descartaron, y se recogieron les germinadas.  
Las semillas germinadas asépticamente, con una raíz de 1-2 cm, se trasplantaron a 
tubos de síntesis de ectomicorrizas (MOLINA 1979) llenados con una mezcla de 10 ml de 
turba, 110 ml de vermiculita y 60 ml de solución BAF modificada reduciendo la glucosa a 20 
g/l. En los tubos de síntesis se inocularon 10 ml de micelio cultivado en medio líquido BAF 
de B. aereus, B. edulis y B. reticulatus respectivamente. Las tres especies de hongos se 
inocularon con C. albidus y C. ladanifer, y se prepararon cuatro repeticiones por cada 
combinación hongo-planta. Las plántulas inoculadas crecieron en los tubos de síntesis durante 
4-5 meses a 20-25 ºC con luz artificial (150 μmol s-1 m-2 [400-700 nm], 16 h/día). Al final del 
periodo de crecimiento, las plántulas se extrajeron de los tubos de síntesis y el sistema radical 
se lavó y examinó para detectar la formación de ectomicorrizas. 
 
Descripción morfológica de las ectomicorrizas 
Las raíces micorrizadas y los rizomorfos se extrajeron cuidadosamente bajo la lupa 
binocular, se fijaron en solución FAA (AGERER 1986) y se depositaron en la colección de 
ectomicorrizas del Dpto. Inv. Exp. For. Valonsadero (Soria). La metodología y la 
terminología utilizadas para la caracterización de las estructuras de las ectomicorrizas fue la 
descrita por AGERER (1987-2006, 1991) y por AGERER & RAMBOLD (2004-2008). Para 
la observación del manto fúngico, éste se separó de la raíz siguiendo la técnica descrita por 
AGERER (1991). Las preparaciones del manto y de los rizomorfos se fijaron en el 
portaobjetos con ácido láctico para su observación al microscopio. 
 
 
4. Resultados 
Se formaron micorrizas de Boletus aereus, B. edulis y B. reticulatus con Cistus 
ladanifer y C. albidus (Tabla 2). 
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Tabla 2. Formación de ectomicorrizas en cada combinación hongo-hospedante. Se realizaron cuatro repeticiones por cada 
combinación. Las cruces indican el número de repeticiones en las que se formaron ectomicorrizas. -: no hubo formación de 
ectomicorrizas en ninguna de las repeticiones. 
Especie de hongo Nº de cepa Especie de jara 
  Cistus albidus Cistus ladanifer 
Boletus aereus 393 IRTA ++++ ++++ 
Boletus edulis 375 IRTA ++ ++++ 
Boletus reticulatus 1054 DIEFV ++++ ++ 
 
 Las estructuras de las micorrizas formadas para cada especie de hongo son idénticas 
en ambas especies de Cistus, tal y como sucede con otras combinaciones hongo-hospedante 
(AGERER & RAMBOLD 2004-2008). Así, solo presentamos una descripción completa para 
cada especies de hongo indicando la especie hospedante considerada en cada caso. Las 
descripciones se resumen en la Tabla 3. 
Tabla 3. Descripción de las ectomicorrizas sintetizadas. 
  Boletus aereus + 
Cistus ladanifer 
Boletus edulis + 
Cistus albidus 
Boletus reticulatus + 
Cistus albidus 
Caracteres 
morfológicos 
Ectomicorrizas solitarias, monopodial-
piramidales o irregularmente pinnadas; 
ápices no ramificados rectos, cilíndricos, 
amarillentos; superficie del manto lisa y 
brillante, ligeramente lanosa o reticulada 
(Fig. 1a). Hifas que emanan presentes, 
infrecuentes, sin distribución específica. 
Rizomorfos redondeados, blancos, 
ramificados frecuentemente en puntos 
restringidos, distribuidos de forma 
proximal en el ápice y que surgen de un 
punto determinado del manto, superficie 
lisa o ligeramente pelosa. 
Ectomicorrizas monopodial-piramidales 
o irregularmente pinnadas, dicótomas; 
ápices no ramificados rectos, cilíndricos, 
blancos a amarillentos siendo más 
amarillos con el tiempo; superficie del 
manto brillante, ligeramente lanosa (Fig. 
1d). Hifas que emanan presentes, 
abundantes, sin distribución específica. 
Rizomorfos redondeados, blancos, 
ramificados frecuentemente en puntos 
restringidos, que surgen de un punto 
determinado del manto, superficie lisa o 
lanosa. 
Ectomicorrizas solitarias, monopodial-
piramidales o coraloides; ápices no 
ramificados rectos o curvados, blancos a 
amarillentos siendo más amarillos con el 
tiempo; superficie del manto brillante y 
lisa, ligeramente verrugosa en algunas 
zonas (Fig. 1g). Hifas que emanan 
infrecuentes, sin distribución específica. 
Rizomorfos redondeados, blancos, 
ramificados frecuentemente en puntos 
restringidos, que surgen de un punto 
determinado del manto, superficie lisa. 
Tipo de manto Plectenquimatoso, transparente, con hifas 
sin fibulas. Capa más externa del manto 
con hifas dispuestas en forma de anillo, 
Tipo A (Fig. 1b); capa media del manto 
con las hifas dispuestas sin ningún patrón 
especial; capa interna del manto con las 
hifas dispuestas en haces paralelos. 
Plectenquimatoso, transparente, con 
hifas sin fibulas. Capa más externa del 
manto con hifas dispuestas en forma de 
anillo, Tipo A (Fig. 1e); capa media del 
manto con las hifas dispuestas en forma 
de anillo; capa interna del manto con las 
hifas dispuestas en haces paralelos. 
Plectenquimatoso, transparente, con hifas 
sin fibulas. Capa más externa del manto 
con hifas irregularmente dispuestas, sin 
ningún patron especial (Tipo B); capa 
media del manto con las hifas sin 
disposición especial o dispuestas en forma 
de anillo (Fig. 1h); capa interna del manto 
con las hifas dispuestas en forma de anillo 
o en haces paralelos. 
Rizomorfos De hasta 15 mm de ancho, con hifas muy 
diferenciadas, de tipo boletoide, con hifas 
centrales muy gruesas con los septos 
parcial o totalmente disueltos; en los 
puntos de ramificación las hifas forman 
“nodia”, hifas con fíbulas ausentes, 
transparentes, sin terminaciones cortas 
alargadas, sin fíbulas. Hifas periféricas 
similares a los cistidios del manto, lisas, 
transparentes (Fig. 1c). 
Con hifas muy diferenciadas, de tipo 
boletoide, con hifas centrales muy 
gruesas con los septos parcial o 
totalmente disueltos; en los puntos de 
ramificación las hifas forman “nodia”, 
hifas con fíbulas ausentes, transparentes, 
sin terminaciones cortas alargadas, sin 
fíbulas (Fig. 1f). 
Con hifas muy diferenciadas, de tipo 
boletoide, con hifas centrales muy gruesas 
con los septos parcial o totalmente 
disueltos; en los puntos de ramificación las 
hifas forman “nodia”, hifas con fíbulas 
ausentes, transparentes, sin terminaciones 
cortas alargadas, sin fíbulas. Hifas 
periféricas sin forma especial o 
redondeadas, infladas, con células cortas, 
lisas (Fig. 1i). 
Cistidios En forma de aguja, similares a cerdas, 
presentes en la capa más externa del 
manto y en los rizomorfos; con 
ramificación ausente o proximal, 
monopodial o bifurcada; ramificación en 
ramas ausente; 2-3 septos presentes, 
simples; superficie lisa. 
Ausentes. Dos tipos diferentes, tipo 1 presente en la 
capa más externa del manto y en los 
rizomorfos y tipo 2 presente solamente en 
los rizomorfos. Tipo 1 con paredes 
celulares finas, ligeramente estrechado, a 
veces similar al final de las hifas normales, 
ramificación ausente o proximal, 
monopodial o bifurcados, sin ramas en la 
ramificación, 1-3 septos presentes, simples, 
superficie lisa. Tipo 2 globular, sin 
ramificar, sin septos, transparentes, lisos. 
Hifas que emanan Sin fíbulas, rectas, transparentes; 
ramificación casi en ángulo recto, 
adyacente al septo, en cada ramificación 
se forma una sola rama; células uniformes 
o ligeramente estrechadas, lisas. 
Sin fíbulas, onduladas a ligeramente 
tortuosas, transparentes; ramificación en 
forma de Y, adyacente al septo, en una 
sola rama; células ligeramente 
estrechadas, lisas. 
Sin fíbulas, onduladas o ligeramente 
hinchadas, incluso en forma de cuentas; 
ramificación aguda o en forma de Y, 
adyacente al septo, en una sola rama; 
células uniformes o ligeramente 
estrechadas, lisas. 
Tipo exploratorio Larga distancia. Larga distancia. Larga distancia. 
Reacción al agua Hidrofóbica. Hidrofóbica. Hidrofóbica. 
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Figura 1. Características morfológicas y anatómicas de las ectomicorrizas obtenidas en síntesis en cultivo puro. 
(a) Ectomicorrizas y rizomorfos de Boletus aereus y Cistus ladanifer. Barra = 10 mm. (b) Capa más externa del manto de 
Boletus aereus y Cistus ladanifer. Barra = 10 µm. (c) Superficie del rizomorfo con cistidios de Boletus aereus y Cistus 
ladanifer. Barra = 10 µm. (d) Ectomicorrizas y rizomorfos de Boletus edulis y Cistus albidus. Barra = 10 mm. (e) Capa más 
externa del manto de Boletus edulis y Cistus albidus. Barra = 10 µm. (f) Rizomorfo con hifas diferenciadas de Boletus edulis 
y Cistus albidus. Barra = 10 µm. (g) Ectomicorrizas y rizomorfos de Boletus reticulatus y Cistus albidus. Barra = 10 mm. 
(h) Capa media del manto de Boletus reticulatus y Cistus albidus. Barra = 10 µm. (i) Superficie del rizomorfo con cistidios 
de Boletus reticulatus y Cistus albidus. Barra = 10 µm. 
 
 
5. Discusión 
Durante los últimos 40 años, se han sintetizado ectomicorrizas de las especies del 
complejo Boletus edulis con varios hospedantes. FROIDEVAUX & AMIET (1975) 
sintetizaron ectomicorrizas de B. edulis con Pinus mugo Turra; TOZZI et al (1980) obtuvo 
ectomicorrizas de B. edulis con Quercus pubescens Willd.; MOLINA & TRAPPE (1982a,b) 
sintetizaron ectomicorrizas entre B. edulis y ocho hospedantes de los géneros Arbutus, 
Arctostaphylos, Larix, Picea, Pinus y Tsuga; CERUTI et al (1983-84) obtuvieron 
ectomicorrizas de B. aereus con Q. pubescens; CERUTI et al (1985) obtuvieron micorrizas de 
B. aereus con Castanea sativa Mill.; POITOU et al (1982) sintetizaron ectomicorrizas en 
cultivo puro entre Pinus radiata D. Don y B. edulis y B. aereus; y DUÑABEITIA et al (1996) 
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obtuvieron ectomicorrizas de B. pinophilus inoculando plántulas de P. radiata  con una 
suspensión de 106-107 esporas por planta. 
 
 A lo largo de los años, se han hecho plantaciones de árboles inoculados con Boletus 
sp. para promover el cultivo de sus carpóforos. OLIVIER et al (1997) establecieron 
plantaciones de C. sativa y P. uncinata Ramond ex DC. inoculados con B. edulis y B. aereus. 
MEOTTO et al (1999) produjeron plántulas de C. sativa inoculadas con micelio cultivado de 
B. edulis. Desafortunadamente, en ninguno de los dos estudios se llegó a la producción de 
carpóforos. 
 
La descripción e identificación de las ectomicorrizas ha evolucionado de forma 
espectacular gracias a los estudios sistemáticos de AGERER (1986, 1987-2006, 1991) y a la 
caracterización molecular basada en el análisis del ADN (GARDES & BRUNS 1993). 
Aunque existen algunas descripciones de micorrizas del género Boletus, muchas de ellas no 
son detalladas (DE ROMÁN et al 2005). Las ectomicorrizas de las tres especies de Boletus 
obtenidas en éste estudio son muy similares entre sí y encajan bien en los caracteres descritos 
por AGERER (2006) para éste género: manto plectenquimatoso de los tipos A, B o C, 
rizomorfos boletoides con “nodia” y con o sin células cortas hinchadas, hifas que emanan 
lisas o cubiertas por cristales, ausencia de fíbulas, cistidios ausentes o con hifas que terminan 
como cistidios, y ectomicorrizas blancas a amarillentas hidrofóbicas. Todas ellas, B. aereus, 
B. edulis y B. reticulatus, forman ectomicorrizas blancas de ramificación monopodial-pinnada 
con manto plectenquimatoso de tres capas y rizomorfos boletoides. B. aereus forma 
ectomicorrizas de ramificación monopodial-piramidal con las hifas del manto externo 
formando anillos, y cistidios formados por dos o tres células cortas en el manto externo y en 
los rizomorfos. Las hifas del manto de B. edulis forman anillos en sus capas externa y media, 
sin cistidios y con rizomorfos también sin cistidios ni células globosas. Las hifas del manto 
interno de B. reticulatus forman anillos o haces paralelos, la ectomycorrhiza tiene cistidios 
que emanan en la capa más externa del  manto y cistidios globulares y en forma de aguja en 
los rizomorfos. 
 
 Los cistidios de las ectomicorrizas de B. aereus y B. reticulatus son similares a los que 
aparecen en el himenio de los carpóforos de algunas especies de Boletus, como B. reticulatus, 
B. edulis o B. regius Krombh., fusiformes o formando estructuras globosas (MUÑOZ 2005). 
Aunque hay que tener en cuenta que la formación de éstos elementos, así como de las hifas 
que emanan en B. edulis, puede estar influenciada por las condiciones experimentales de los 
tubos de síntesis. 
 
 La abundancia y el tamaño de los rizomorfos formados en estos experimentos, 
especialmente para B. aereus, son acordes con los que se pueden encontrar en condiciones 
naturales en el campo. En condiciones naturales, el micelio de Boletus se concentra en 
rizomorfos con un alto grado de heterogeneidad espacial. De hecho, el tipo de suelo puede 
condicionar el alcance de los elementos exploratorios de las ectomicorrizas de Boletus, de sus 
cistidios, rizomorfos e hifas que emanan, tal y como sucede con las de Lactarius deliciosus 
(HORTAL et al 2008). 
 
 No existen descripciones previas de las micorrizas de B. aereus. Todas las 
descripciones previas de las micorrizas de B. edulis (CERUTI et al 1987-88, GARRIDO 
1988, GRONBACH 1988, AGERER & GRONBACH 1990, FRANZ & ACKER 1995, 
PALFNER 2001, AGERER & RAMBOLD 2004-2008, ÁGUEDA et al 2006) encajan con la 
realizada en el presente trabajo. CERUTI et al (1983-84), CERUTI et al (1985), y GARRIDO 
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(1988) solamente describen los caracteres del manto de B. reticulatus en sección transversal, 
por lo que no es posible la comparación con la realizada aquí. 
 
 Considerando al hongo como el factor principal que determina las estructuras 
anatómicas de las ectomicorrizas, éstas serán idénticas para la misma especie fúngica 
independientemente de cual sea el hospedante. Los caracteres morfológicos, por el contrario, 
son determinados por el género del hospedante, aunque algunos hongos pueden controlar, al 
menos parcialmente, la forma final (AGERER & RAMBOLD 2004-2008). Ambos aspectos 
son ciertos para las tres micorrizas del complejo Boletus edulis descritas, que muestran las 
mismas estructuras al estar asociadas con Cistus y con otros hospedantes de las Pináceas y de 
las angiospermas. 
 
 La producción natural de carpóforos de B. edulis en asociación con C. ladanifer ofrece 
un recurso económico alternativo en áreas marginales con pocos ingresos (ÁGUEDA et al 
2006). La micorrización controlada de Cistus con B. edulis y el cultivo de las plántulas 
inoculadas puede ser una vía esperanzadora para explotar ésta simbiosis con beneficios 
económicos. Para hacer posible este hecho, es necesario determinar los métodos óptimos de 
inoculación con cepas de Boletus compatibles, la persistencia de las ectomicorrizas de Boletus 
en las plantas inoculadas y los factores que inducen la producción de carpóforos. 
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